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(57) Abstract: The invention relates to a method for the qual- 
itative and/or quantitative analysis of a protein and/or peptide 
pattern of a liquid sample that is derived from the human or an- 
imal body. The proteins and peptides of the liquid sample are 
separated by capillary electrophoresis, then directly ionized and 
transferred for analysis online via an interface to a mass spec- 
trometer coupled thereto. 

(57) ZusammenfassuQg: Die Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung eines Pro- 
tein- und/oder Peptidmusters einer Fltlssigkeitsprobe, die dem 
menschlichen odertierischen KOrperentnommen wird. Die Pro- 
teine und Peptide der FlOssigkeitsprobe werden mitlels Kapillar- 
elektrophorese getrennt, anschlieBend direkt ionisiert und online 
liber ein Interface in ein daran gekoppeltes Massenspektrometer 
zur Detektion uberfuhrt. 
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Verfahren und Vorrichtung zur qualitativen und/oder quantita- 
tiven Bestimmuag eines Protein- und/oder Peptidmusters einer 
Fluesigkeitsprobe, die dem menschlichen oder tierischen Kor- 

. per entnommen wird 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren nach dem Oberbegriff des 
Anspruchs 1 und eine Vorrichtung nach dem Oberbegriff des An- 
spruchs 8. 

Die Funktionen des menschlichen und tierischen Organismus un- 
terliegen einer sehr komplexen und exakten Steuerung. Diese 
erfolgt unter anderen mittels Proteinen und Peptiden uber das 
Serum. 

Eine entscheidende- Rolle spielen dabei die Cytokine. Dies, 
sind Polypeptide, die von Zellen' in das. Blut oder das umge- 
bende Gewebe ausgeschieden werden und nach Bindung an spezi- 
fischen Rezeptoren Funktionen wie Teilung, Wachstum oder 
Fortbewegung anderer Zellen beeinflussen. Cytokine regulieren 
unter anderen das komplizierte Wechselspiel der Zellen des 
Immunsystems . 

Zu den Cytokinen gehoren auch die" sogenannten Interleukine . 
Dies sind Mediator- Stoffe des Immunsystems, die von Leukocy- 
ten in geringen Konzentrationen produziert werden und auf 
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Wachstum, Dif ferenzierung und Aktivitat von Zellen des Immun- 
system EinfluiS nehmen. 

Urn die Funktionen und den Zustand eines menschlichen oder 
tierischen Korpers zu erfassen, ist die qualitative und/oder 
quantitative Bestimmuhg der Proteine und/oder Peptide einer 
Flussigkeitsprobe, die dem menschlichen oder tierischen Kor- 
per entnommen wird, erforderlich. 

Zur qualitativen und/oder quantitativen Bestiramung einzelner 
Proteine oder Peptide in Fltissigkeitsproben, die dem mensch- 
lichen oder tierischen Kdrper entnommen. werden, ist die Ver- 
wendung von Enzymimmunoassays bekannt. Prinzipiell ist hier 
eirie Antigen-Antikorper-Reaktion an eine enzymatische Reakti- 
on gekoppelt, wobei entweder Antikorper-Enzym-Konjugate oder 
Antigen-Enzym-Konjugate verwendet werden, die nach Zugabe von 
geeignetem Substrat durchdie Messung der Enzym-Aktivitat des 
Konjugats bestimmt werden. 

Im allgemeinen bedient man sich der Festphasen-Technik des 
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) , wo das Antigen 
entweder durch direkte Adsorption oder uber einen weiteren 
Antikdrper an die feste Phase gebunden wird. 

- Einige der Proteine und Peptide werden im Rahmen der heutigen 
. medizinisch-klinischen Untersuchungen schon qualitativ 
und/oder quantitativ ermittelt. 

Eine genaue Kenntnis der Proteine und Peptide sowie deren 
Konzentration in Flussigkeitsproben, insbesondere im Serum, 
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gewinnt im Rahmen medizinisch-klinischer Untersuchungen zu- 
nehmend an Bedeutung. 

Es hat sich herausgestellt , da£ der Zustand eines menschli- 
chen oder tierischen Korpers unter Heranziehung des Protein- 
und/oder Peptidmusters relativ gut besehrieben werden kann. 

Nachteilig an der bisher verwehdeten Methode des ELISA ist 
jedoch, da£ immer nur ein Protein oder Peptid bestimmt werden 
kann. Uta ein moglichst vollstandiges Protein- und/oder Pep- 
tidmuster zu erhalten, mussen daher eine Vielzahl von Protei- 
nen und/oder Peptiden einzeln bestimmt werden. 

Viele Proteine oder Peptide' sind aufierdem nicht bestimmbar, 
da keine zur Detektion erf order lichen Reagenzien, beispiels- 
weise spezifische Antikdrper, zur Verfugung stehen. 

Aufgrund der geringen Anzahl von Messungen ist es dann mitun- 
ter schwierig, aussagekraftige SchluSf olgerungen iiber den Zu- 
stand eines menschlichen oder tierischen KSrpers zu ziehen, 

Insbesondere stehen die Ergebnisse der medizinisch-klinischen 
Untersuchungen erst Stunden nach Entnahme der Fliissigkeits- 
probe zur Verfugung, so dafi keine zeitnahen Aussagen uber den 
- Zustand des menschlichen oder tierischen Korpers mfiglich 
sind. 

Mit der Methode des ELISA ist es daher nicht moglich, schnell 
ein urafassendes und damit aussagekraftiges Protein- und/oder 
Peptidmuster zu erstellen. 
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Nachteilig an der Methode des ELISA ist weiterhin, daS zur 
Bestimmung der Konzentration einzelner Proteine oder Peptide 
in unbekannten Flussigkeitsproben Vergleichmessungen von Pro- 
ben verschiedener bekannter Protein- oder Peptidkonzentratio- 
nen, sogenannte Standards, notwendig sind. Diese Messungen 
sind gleichermaSen zeit- und kostenintensiv, weil ebenfalls 
immer nur ein einzelnes Protein oder Peptid bestimmt werden 
kann. 

Die zur Verfugung stehenden und zur Anwendung kommenden klas- 
sischen Analysenraethoden zur Bestimmung eines Protein- 
und/ oder Peptidmusters einer Flussigkeitsprobe, die dem 
menschlichen oder tierischeh Korper entnommen wird, kdnnen 
daher nicht voll befriedigen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung eines Protein- 
und/oder Peptidmusters einer Flussigkeitsprobe ,• die dem 
menschlichen oder tierischen KSr£er entnommen wird, und eine 
Vorrichtung zur Durchftlhrung und Auswertung des Verfahrens 
bereitzustellen, die eine vollstandige und schnelle Bestim- 
mung .der Proteine und/oder Peptide ermdglicht. 

- Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren mit den Merkmalen des 
Anspruchs 1 und bei einer Vorrichtung mit den Merkmalen des • 
Anspruchs 8 gelfist. Weiterbildungen und vorteilhafte Ausges- 
taltungen ergeben sich aus den Unteranspruchen.- 
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Das erfindungsgemafie Verfahren zur qualitativen und/oder 
quantitativen Bestimmung eines Protein- und/oder Peptidmus- 
ters einer Fltissigkeitsprobe, die dem menschlichen oder tie- 
rischen Kdrper entnommen wird, sieht vor, dafi die Proteine 
und/oder Peptide der Flussigkeitsprobe mittels Kapillare- 
lektrophorese getrennt, anschlieSend direkt ionisiert und on- 
line xiber ein Interface in ein daran gekoppeltes Mas- 
senspektrotneter zur Detektion uberftihrt werden. 

Sine zuverlassige qualitative und quantitative Bestimmung vor 
Proteinen und/oder Peptiden in einer komplexen Matrix, wie 
sie die menschliche oder tierische Korperf lussigkeit dar- 
stellt, erfordert zunachst den Einsatz einer Methode zur 
Stofftrennung. Als geeignete Trennmethode hat sich hierbei 
die Kapillarelektrophorese erwiesen. 

Das Trennprinzip der Elektrophorese besteht in dem unter- 
schiedlichen Wanderungsverhalten elektrisch geladener Teil- 
chen in Lfisung beim Anlegen eines elektrischen Feldes. Der 
Vorteil der Kapillaren besteht in dem gunstigen Verhaltnis 
Oberflache/Volumen, was einen guten Abtransport der beim 
Stromflufi entstehenden Jouleschen W&rme ermSglicht. Dies wie- 
derum erlaubt das Anlegen hoher Spannungen (ublicherweise bis 
3 0 kV) und damit eine hohe Trennleistung und kurze Analysen- 
zeiten. 

Die hohe Trennleistung ermoglicht' die Bestimmung eines voll- 
standigen Protein- und/oder Peptidmusters der Fliissigkeits- 
probe. Die kurzen Analysenzeiten erlauben, zeitnahe Aussagen 
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liber den Zustand des menschlichen oder tierischen Kdrper, dem 
die Flussigkeitsprobe entnommen worden ist, zu machen, 

Mit Hilfe der Kapillarelektrophorese ist es mdglich, neutrale 
MolekGle, Kationen und Anionen zu trenneru Neutrale Teilchen 
wandern beim Anlegen eines Stroms mit der Geschwindigkeit des 
elektroosmotischen Flusses, Kationen werden zur Kathode be- 
schleunigt und Anionen verzogeirt . 

Zur Detektion der mittels Kapillarelektrophorese getrennten 
Proteine und/oder Peptide ist das Kapillarelektrophoresegerat 
an einen Massenspektrometer gekoppeit. . 

Die Massenspektrometrie erlaubt die Bestimmung der Molekiil- 
masse freier Ipnen im Hochvakuum. Es enthSlt einen Massenana- 
lysator, der die Ionen nach ihrera Masse/Ladungs-Quotienten 
(m/z) auftrennt, und einen Detektor. 

Weil die Ionisation unter Atmospharendruck stattfindet, die 

Massenanalyse jedoch ein Hochvakuum. erfprdert, ist ein ent- 

-. 

sprechender tfbergang, ein sogenanntes interface, vorgesehen. 

Mit der Massenspektrometrie ist es moglich, routinemaSig 10 
fmol eines Peptids bzw. kleinen Proteins, also 0,1 ng eines 
- 10 kDa Proteins, mit einer Massengenauigkeit von ±0,01 % aus 
einem komplexen Gemisch zu vermessen. Experimentell werden 
bereits noch weniger als 0,1 fmol vermessen. 

Damit ist diese .Methode vor allem dazu geeignet, komplexe 
Fliissigkeitsproben, die dem menschlichen oder tierischen Kor- 
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per entnommen werden, auf die Anwesenheit bestimrater Proteine 
und Peptide zu untersuchen. 

Insbesondere ist vorgesehen, dafi als Flussigkeitsprobe Serum 
oder Urin verwendet wird. 

Dabei handelt es sich vim Flussigkeitsproben, die dem mensch- 
lichen Korper entnommen werden' und uber eine Protein- 
und/oder Peptidzusammensetzung verfugen, die besonders gut 
geeignet sind, Aussagen iiber den Zustand des menschlichen o- 
der tierischen Korpers zu machen. 

Die massenspektrometrische Analyse besitzt gegenuber den der- 
zeit g&ngigen Methoden den Vorteil, daS die Konzentration 
vieler (> 100) Peptide und Proteine einer Serum- oder U- 
rinprobe mittels einer einzigen Analyse bestimmt werden kann. 
AuEerdem konnen derzeit noch unbekannte Proteine oder Pepti- 
de, die den Zustand des menschlichen oder tierischen Kdrpers 
beschreiben, identif iziert werden. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird erreicht, da£ ge- 
genuber den herk6mmlichen Bestimmungsmethoden nur ein Ar- 
beit sgang notwendig ist, um mehrere Proteine und/ader Peptide 
zu bestimmen. Das bedeutet Zeit- und Kostenersparnis . 

Das erhaltene Kfessenspektrums kann zum einen als eine Art 
"Fingerprint" zur Beschreibung des Gesamtzustandes eines 
menschlichen oder tierischen Kopers herangezogen werden. ins- 
besondere k6nnen auch nur bestimmte Bereiche des Massenspekt- 
rums ausgewertet werden. 
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Zum anderen ist es aber auch moglich, die Proteine einzeln zu 
identifizieren und uber ihre Anwesenheit, Nichtanwesenheit 
und ihre Konzentration SchluEfolgerungen Usher den Zustand des 
mezischlichen oder tierischen Kopers zu Ziehen. 

Weiterhin ist vorgesehen, da£ das Protein- und/oder Peptid- 
muster, wie z. B. das Muster der Cytokine, insbesondere der 
Interleukine, bestiramt wird. 

Diese Proteine sind nach derzeitigetn Wissen wesentlich, die 
Funktionen des menschlichen und tierischen Organismus steu- 
ernde Proteine. 

Eine Weiterbildung sieht vor, daS die Flussigkeitsprobe vor 
ihrer Trennung mittels Kapillarelektrophorese zunachst ange- 
s&uert wird, mittels Ultrazentrifugation von unerwQnschten 
Partikeln gereinigt und/oder mittels Ultrafiltration in Frak- 
tiqnen, die Proteine und/oder Peptide bestimmter molekularer 
Gr6£e enthalten, aufgeteilt wird: 

Nach dera Ans&uern, beispielsweise mit Ameisens&ure auf einen 
pH-Wert 3, ist es moglich, die unerwunschten unloslichen Pro- 
benbestandteile durch Ultrazentrifugation abzutrennen. Durch 
. eine Fraktionierung der Flussigkeitsprobe wird erreicht, daS 
beispielsweise nur Fraktionen von Proteinen und/oder Peptiden 
bestimmter Molekulargewichte untersucht werden, die zur Be- 
schreibung des Zustandes eines menschlichen oder tierischen 
Korpers gerade bendtigt werden. 
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Dazu ist vorgesehen, da£ sich die Fraktionen aus Proteinen- 
und/oder Peptiden der Molekulargewichten <3 kDa, 3-30 kDa, 
30-50 kDa und >50 kDa zusammensetzen. 

Sollen beispielsweise die zu der Gruppe der Cytokine gehoren- 
den Interleukine, die haupts&chlich Glykoproteine mit Moleku- 
largewichten von 17 kDa bis 26 kDa umfassen, bestimmt werden, 
so reicht es, die Fraktion aus ' Proteinen und/bder Peptiden 
der Molekulargewicbte 3-30 kDa zu verwenden. Dies wiederum 
bedeutet eine Verkilrzung der Analysenzeiten. 

Weiterhin ist es moglich, daS die Proteine und/oder Peptide 
direkt nach ihrer Trennung, aber vor ihrer Ionisation detek- 
tiert werden. 

Zur Detektion der mittels Kapillarelektrophorese getrennten 
Proteine und/oder Peptide sind bereits eine Reihe von Verfah- 
ren bekannt, die eine gute qualitative und quantitative Pro- 
teinanalytlk aber nur in Ausnahmef alien ermoglichen. 

Daher ist die vorgesehene Detektion nur in Verbindung mit der 
Massenspektrometrie zur genaueren Bestimmung der Proteine 
und/oder Peptide geeignet. 

_ Eine vorteilbafte Ausgestaltung der Erfindung sieht vor, da& 
zur Ionisation der Proteine und/oder Peptide die Elektro- 
spray- Ionisation verwendet wird. 

Hierbei werden die in Losung vorliegenden Molekule unter an- 
derem unter dem EinfluS einer Hochspannung (1-8 kV) ver- 
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spruht, wobei sich zunachst kleine geladene Tropfchen bilden, 
die durch Verdampfung des L&sungsmittels kleiner werden. 
Schliefilich kommt es zur Bildung freier gasfdrmiger Ionen. 

Die Elektrospray-Ionisation ist auf Grund der relativ gerin- 
gen auf die Molekiile wirkenden Energien eine milde Ionisie- 
rungs technik, so daS selbst empf indliche Molekiile und teil- 
weise sogar nichtkovalente Aggregate unzersetzt • in den Mas- 
senanalysator gelangen. 

Vorteilhaft ist, daJB bei der Elektrospray-Ionisation primar 
keine Molekulf ragmente entstehen. Dadurch wird zwar die Auf- 
klarung der Molekulstruktur erschwert, aber eine sehr gute 
Identifizierung der in der Flussigkeitsprobe gelosten Protei- 
ne und/ oder Peptide ermdglicht. 

Die trotzdem bei der Ionisierung anfallenden Fragmente konnen 
bei kleineren Peptiden, beispielsweise bei Oligopeptiden mit 
weniger als 20 Aminosauren, vorteiliiaft zur Identif izierung 
der Aminosauresequenz herangezogeri werden. 

AuSerdem ist es mdglich, dag als Massenspektrometer ein Flug- 
zeitmassenspektrometer, ein sogenanntes TOF(von engl. time of 
flight) -Massenspektrometer, verwendet wird. 

Bei einem TOF-Massenspektrometer wird eine bestimmte Be- 
schleunigungsspannung angelegt, die den Ionen eine gleich 
groSe kinetische Energie verleiht. Dann wird sehr genau die 
Zeit gemessen, die die jeweiligen Ionen benStigen, urn eine 
bestimmte Driftstrecke durch das Flugrohr zuriickzulegen, da 
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bei gleicher kinetischer Energie die Geschwindigkeit der Io- 
nen von ihrer Masse abhangt. 

TOF-Massenspektrometer haben eine sehr hohe Scangeschwindig- 
keit und erreichen daher eine sehr gute Auflosung. Sie ermog- 
lichen die vollstandige Identif izierung der in der Flussig- 
keitsprobe befindlichen Proteine und/oder Peptide. 

Die Erfindung betrifft aufierdem eine Vorrichtung zur qualita- 
tiven und/oder quantitativen Erfassung eines Protein- oder 
Peptidmusters einer Flussigkeitsprobe, die dem menschlichen 
oder tierischen Kdrper entnommen woirden.ist. 

Die Vorrichtung umfafct ein Kapillarelektrophoresegerat, eine 
Ionisierungseinheit, ein uber ein Interface online gekoppel- 
tes Massenspektrometer und eine Rechnereinheit mit einem Pro- 
gramm zur Steuerung der Vorrichtung sowie zur automatischen 
Auswertung und Speicherung der MeSwerte sowie zur Abgleichung 
neuer MeiSwerte mit den bereits gespeicherten MeSwerten. 

Eine solche Vorrichtung ermoglicht die "zuverlassige Bestim- 
mung der Proteine und/oder Peptide in einer komplexen Matrix. 

Das Kapillarelektrophoresegerat verfiigt deshalb zum einen ii- 
. ber eine hohe Trennleistung, die die Bestimmung eines voll- 
standigen Protein- und/oder Peptidmusters der Flussigkeits- . 
probe ermoglicht, und zum anderen' tiber kurze Analysenzeiten, 
die es erlauben, "zeitnahe Aussagen iiber den Zustand des 
menschlichen oder tierischen Korper, dem die Flussigkeitspro- 
be entnommen worden ist, zu machen. 
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Fur die qualitative und/oder quantitative Bestimmung der Pro- 
teine und/oder Peptide ist das Kapillarelektrophoresegerat an 
ein Massenspektrometer gekoppelt, das die mittels Kapillare- 
lektrophorese getrennten Proteine und/oder Peptide detek- 
tiert . 

Die Rechnereinheit enthalt ein' Programm zur Steuerung der 
Vorrichtung. AuSerdem werden die durch Detektion erhaltenen 
Mefiwerte automatisch ausgewertet und abgespeichert . Weiterhin 
gleicht das Programm neue MeSwerte automatisch mit den be- 
reits gespeicherten Mefiwerten ab. 

Durch den Abgleich werden vibereinstimmende und abweichende 
Parameter ermittelt, die zur Beschreibung des Zustandes eines 
menschlichen oder tierischen Korpers herangezogen werden kon- 
nen . 

Eine Weiterbildung sieht vor, da£ das Programm die Peptid- 
oder Proteinmuster definierter Flussigketitsproben automatisch 
erfafSt und als Norraalwerte in einer Ref erenzdatenbank spei- 
chert . 

Dadurch ist es moglich, zunachst Protein- und/oder Peptidmus- 
- ter von Flussigkeitsproben menschlicher oder tierischer Kdr- 
per zu bestimmen und als Referenzdaten abzuspeichern, bei de- 
nen der Zustand bekannt ist. Es wird eine umfangreiche Refe- 
renzdatenbank angelegt, die bei neuen Messungen automatisch 
zum Abgleich herangezogen werden kann. 
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Eine vorteilhafte Ausgestaltung der erf indungsgemafcen Vor- • 
richtung sieht vor, da£ das Programm die Peptid- oder Prote- 
inmuster undef inierter Fltlssigkeitsproben automatisch erfaSt, 
als Probenwerte in einer gesonderten Dateiibank speichert, mit 
den Normalwerten der Re ferenz datenbank abgleicht und Abwei- 
chungen und/oder Ubereinstimmungen automatisch anzeigt und 
speichert . 

Abweichungen Oder fibereinstimmungen konnen als Parameter zur 
Beurteilung des Zustandes des menschlichen oder tierischen 
Kopers herangezogen werden. 

Mittels der Datenbank ist es mdglich, gleiche, ahnliche oder 
unterschiedliche Zustande des menschlichen oder tierischen 
Kdrpers zu identif izieren. 

Aufierdem ist es mdglich, dafi das Programm bei Bestimmungen 
aus mehreren in zeitlichen Abstanden demselben menschlichen 
oder tierischen Korper entnoramenen Flussigkeitsproben die 
Veranderungen im Protein- und/bd£r Peptidmuster automatisch 
bestimmt, auswertet und speichert. 

Damit wird die Kontrolle des Zustandes eines menschlichen o- 
der tierischen Korpers uber einen l^ngeren Zeitraum sicherge- 
stellt. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung sieht vor, da£ das Programm 
automatisch eine Datenbank bestehend aus Zustande beschrei- 
benden Ref erenzwerten, Probenwerten, Abweichungen und Uber- 
einstimmungen erstellt und bei neuen Messungen automatisch 
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nach bestmfiglichen tJbereinstiramungen sucht. Dadurch ist es 
m6glich, Zustande menschlicher oder tierischer Korper automa- 
tisch bestimmen zu lassen. 

AuSerdem ist vorgesehen, daS die Flussigkeitsprobe Serum oder 
Urin ist. 

Dies sind Fliissigkeitsproben, die dem menschlichen Korper 
entnommen werden, und uber eine Protein- und/oder Peptidzu- 
sammensetzung verfugen, die besonders gut geeignet sind, Aus- 
sagen ilber den Zustand des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers zu machen. 

Eine Weiterbildung sieht voir, dafi die Proteine und Peptide z. 
B. Cytokine, insbesondere Interleukine, sind. 

Diese Proteine sind nach derzeitigem Wissen wichtige, die 
Funktionen des menschlichen und tierischen Organismus steu- 
ernden Proteine. 

r 

Es ist weiterhin moglich, dafi das Massenspektrometer ein 
Flugzeitmassenspektrometer ist. 

Flugzeitmassenspektrometer haben eine sehr hohe Scangeschwin- 
_ digkeit und erreichen daher eine sehr gute Auflosung. Dadurch 
ist es m6glich, die das Protein- und/oder Peptidmuster voll- ■ 
standig zu bestimmen. 

Zwischen Kapillarelektrophoresegerat und Ionisierungseihheit 
kann auSerdem ein Detektor angeordnet sein. Dieser dient in 
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Verbindung mit der Massenspektrometrie der besseren qualita- 
tive]! und quantitative]! Bestimmung des Protein- und/oder Pep- 
tidmusters . 

Eine Weiterbildung sieht vor, dadS die Ionisierungseinheit fi- 
ber Elektrospray-Ionisation verfugt. 

Die Elektrospray-Ionisation ist auf Grund der relativ gerin- 
gen auf die Molekule wirkenden Energien eine milde Ionisie- 
rungstechnik, so dafi selbst empf indliche Molekule und teil- 
weise sogar nichtkovalente Aggregate unzersetzt in den Mas- 
senanalysator gelangen. Dadurch wird eine sehr gute Identifi- 
zierung der in der Flussigkeitsprobe gelosten Proteine 
und/oder Peptide ermoglicht'. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausfuhrungsbei- 
spiels erl&utert, das in der Zeichnung dargestellt ist. In 
dieser zeigen: 

Fig. 1 eine schematische 'Darstellung des erfindungs- 
gemaJSen Verfahrens. 

Fig. l zeigt schematised die einzelnen Schritte zur qualita- 
tiven und/oder quantitativen Bestimmung eines Protein- 
und/oder Peptidmusters einer Flussigkeitsprobe 10, die dem 
menschlichen oder tierischen Korper entnommen wurde. 

Dargestellt ist die Flussigkeitsprobe 10, vorzugsweise Serum 
oder Urin, die nach Ultrazentrifugation und Ultrafiltration 
erhaltenen Fraktionen 12, ein Kapillarelektrophoresegertt 14, 
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eine daran direkt angeschlossene lonisierungseinheit 16, ein 
uber ein Interface 18 online gekoppeltes Massenspektrometer 
20 sowie eine Rechnereinheit 22 mit einera Programm zur Steue- 
rung der Vorrichtung sowie zur automatischen Auswertung und 
Speicherung der MeBwerte sowie zur Abgleichung neuer MeiSwerte 
mit den bereits gespeicherten Mefiwerten. 

Die dem menschli'chen oder tierischen Korper entnommene Flils- 
sigkeitsprobe 10 wird zun&chst mit Ameisens^ure auf einen pH- 
Wert 3 angesSuert. AnschlieSend wird die Flussigkeitsprobe 10 
mittels Ultrazentrifugation von unerwunschten Partikeln ge- 
reinigt und mittels Ultrafiltration in Fraktionen 12, die 
Proteine und/oder Peptide bestimmter molekularer GroSen ent- 
halten, aufgeteilt. Die Fraktionen 12 k6nnen sich aus Protei- 
nen und/oder Peptiden der Molekulargewichte <3 kDa, 3-3 0 kDa, 
30-50 kDa und >50 kDa zusammensetzen. 

AnschlieSend werden die Proteine und/oder Peptide der einzel- 
nen Fraktionen 12 mittels Kapillarelektrophorese 14 getrennt, 
in einer lonisierungseinheit 16 direkt ionisiert und online 
ilber ein Interface 18 in ein daran gekoppeltes Massenspektro- 
meter 20 zur Detektion uberfuhrt. 

Nattirlich besteht die M6glichkeit nur die Fraktionen 12 zu 
m verwenden, deren Proteine und/oder Peptide zur Beschreibung 
des Zustandes eines menschlichen oder tierischen K6rpers ge- 
rade benotigt werden. 
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Bei dem Massenspektrometer 20 handelt es sich vorteilhaft urn 
ein TOF-Massenspektrometer, das eine sehr hoher Scangeschwin- 
digkeit besitzt und eine sehr gute Auflosung erreicht. 

Das erhaltene Massenspektrums kann zum einen als eine Art 
"Fingerprint" zur Beschreibung des Gesamtzustandes eines 
menschlichen oder tierischen Kopers herangezogen werden. Zum 
anderen ist es aber auch moglich, die Proteine einzeln zu i- 
dentif izieren und oiber ihre Anwesenheit , Nichtanwesenheit und 
ihre Konzentration SchluSfolgerungen uber den Zustand des 
menschlichen Oder tierischen Kopers zu Ziehen. 

Die Rechnereinheit 22 enthalt ein Programm zur Steuerung der 
Vorrichtung. AuSerdem werden die durch Detektion erhaltenen 
MeSwerte automatisch ausgewertet und in Datenbanken abgespei- 
chert. Weiterhin gleicht das Programm neue MeiSwerte automa- 
tisch mit den bereits gespeicherten MeSwerten ab. 

Durch den Abgleich werden ubereinstimmende und abweichende 
Parameter ermittelt, die zur Beschreibung des Zustandes eines 
menschlichen oder tierischen Kflrpers herangezogen werden kon- 
nen. 

Mittels der Datenbanken ist es mSglich, gleiche, ahnliche o- 
. der unterschiedliche Zustande des menschlichen oder tieri- 
schen Kdrpers zu identif izieren. 

Das erf indungsgemafie Verfahren zur qualitativen und/ oder 
quantitativen Bestimmung eines Protein- und/oder Peptidmus- 
ters einer Flussigkeitsprobe, die dem menschlichen oder tie- 
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rischen Korper entnommen wird, kaim von technisch ausgebilde- 
ten Personen durchgefuhrt werden. Die Anwendung bedarf keines 
Arztes und kann auch aufcerhalb medizinischer Laboratorien an- 
gewendet werden. 
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Patentansnrtich* 

1. Verfahren zur qualitatively und/oder quantitativen Be- 
stimmung eines Protein- und/oder Peptidmusters einer Fliissig- 
keitsprobe 10, die dem menschlichen Oder tierischen Korper 
entnoinmen wird, dadurch gekennzeichnet, da£ die Peptide und 
Proteine der Flussigkeitsprobe 10 mittels Kapillarelektropho- 
rese getrennt, anschlieSend direkt ionisiert und online uber 
ein Interface 18 in ein daran gekoppeltes Massenspektrometer 
20 zur Detektion uberfuhrt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, da£ 
als Fliissigkeitsprobe 10 Serum Oder Urin verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daS das Protein- und/oder Peptidmuster der Cytokine, 
insbesondere der Interleukine, bestitnmt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die Fliissigkeitsprobe 10 vor ihrer Trennung 

. mittels Kapillarelektrophorese zunachst angesauert wird, mit- 
tels Ultrazentrifugation von unerwtinschten Partikeln gerei- 
nigt und/oder mittels Ultrafiltration in Fraktionen 12, die 
Proteine und/oder Peptide bestimmter molekularer Grofien ent- 
halten, aufgeteilt wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurcli gekennzeichnet, da£ 
sich die Fraktionen 12 aus Proteinen und/oder Peptiden der 
Molekulargewichte <3 kDa, 3-30 kDa, 30-50 kDa und >50 kDa zu- 
sammensetzen. 

6. Verfahren nach einem der Ansprftche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS zur Ionisation der Proteine und/oder Pepti- 
de die Elektrospray- Ionisation 'verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daiS als Massenspektrometer 20 ein Flugzeitmas- 
senspektrometer verwendet wird. 

8. Vorrichtung zur qualitativen und/oder quantitativen Er- 
fassung eines Protein- oder Peptidmusters einer Fltissigkeits- 
probe 10 , die dem menschlichen oder tierischen Korper entnom- 
men worden ist, dadurch gekennz ei chne t , daS die Vorrichtung 
ein Kapillarelektrophoresegerat 14, eine Ionisiterungseinheit 
IS, ein uber ein Interface 18 online gekoppeltes Mas- 
senspektrometer 20 und eine. Rechnereinhe£t 22 mit einem Pro- 
gramm zur Steuerung der Vorrichtung sowie zur automat ischen 
Auswertung und Speicherung der MeSwerte und zur Abgleichung 
neuer MeSwerte mit den bereits gespeicherten MeSwerten ent- 
halt, 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Programm die Peptid- oder Proteinmuster definierter Flus- 
sigkeitsproben 10 automatisch erfafct und als Normalwerte in 
einer Ref erenzdatenbank speichert. 
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10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeieh- 
net, da£ das Programm die Peptid- oder Proteinmuster undefi- 
nierter Flussigkeitsproben 10 automatisch erfafit, als Proben- 
werte in einer Datenbank speichert, mit den Normalwerten der 
Referenzdatenbank abgleicht und Abweichungen und/oder Tiber- 
einstimmungen automatisch anzeigt. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Programm bei Bestimmungen aus mehre- 
ren in zeitlichen Abst&nden dem menschlichen oder tierischen 
Korper entnommenen Fliissigkeitsproben 10 die Veranderungen im • 
Protein- und/oder Peptidmuster automatisch bestimmt, spei- 
chert und auswertet. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Programm automatisch eine Datenbank 
bestehend aus ZustcLnde beschreibenden Ref erenzwerten, Proben- 
werten, Abweichungen und flbereinstimmungen erstellt und bei 
neuen Messungen automatisch nach bestmoglichen tibereinstim- 
mungen sucht. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Fliissigkeitsprobe 10 Serum oder Urin 
ist . 

14.. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Proteine und Peptide Cytokine, insbe- 
sondere Interleukine, sind. 
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15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Massenspektrometer 20 ein Flugzeit- 
massenspektrometer ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die Ionisierungseinheit 16 fiber Elektro- 
spray-Ionisation verftigt. 
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FIG. 1 



